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研究成果の概要（和文）：ARL8はリソソーム機能に介在し、アティピカルな性状を有する低分子量Gタンパク質
である。本研究ではマウス胚発生において、ARL8bが脳背側正中線の正常な発生に重要な低分子量Gタンパク質で
あることを明らかにした。脳背側正中線を構成する細胞群は、BMPシグナルによって運命決定される細胞群であ
るが、ARL8b欠損マウスでは、この細胞群でBMPシグナルが異常に亢進していた。これまでの知見も考え合わせる
と、ARL8bはリソソーム分解を介したBMPシグナルのshut-off機構に介在し、その機能欠損はBMPシグナルの異常
亢進に伴う脳背側正中線の発生異常を惹起すると考えられた。

研究成果の概要（英文）：ARL8 is an atypical small GTPase and involved in lysosomal function. In this
 study, using ARL8b-knockout mice, we found that ARL8 is important for the development of dorsal 
structures of the neural tube in mouse embryos. In addition, ARL8b-knockout embryos showed 
up-regulation of BMP signaling in the neural fold at E9.0. Considering the importance for BMP 
signaling during dorsal development, our findings suggest that loss of ARL8b results in defects in 
lysosomal degradation of endocytosed BMP receptors causing up-regulation of BMP signaling, thereby 
leading to the abnormal development of dorsal structures of the neural tube.

研究分野：生化学、細胞生物学

キーワード： 低分子量Gタンパク質　リソソーム　エンドサイトーシス　ノックアウトマウス　胚発生　BMP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低分子量Gタンパク質はヒトでは150種類以上存在し、これまで主に培養細胞を用いた解析からシグナル伝達系を
初めとした細胞応答における重要性が明らかにされてきた。しかし、多くの低分子量Gタンパク質に関して、個
体レベルでの役割はあまり分かっていない。この点に関して本研究は、これまでの研究代表者らの研究成果と合
わせて、ARL8の哺乳動物個体における生理的役割を世界で初めて明らかにした点で学術的な意義がある。またこ
れらの知見は、ARL8の機能をコントロールすることにより、個体レベルでリソソーム機能を制御できる可能性を
示唆しており、リソソームを標的とする薬剤の開発にも繋がりうる研究成果と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

がん原遺伝子産物 Ras に代表される低分子量 G タンパク質ファミリーはヒトでは 150 種類
以上存在し、それらは一次構造上の特徴から、Ras、Rho/Rac、Rab、Arf、Ran といったサブ
ファミリーに分類される。これまでの研究から、各種の低分子量 G タンパク質が、G サイクル
（GTP と GDP の交換反応に伴う活性化状態の変化）を介して、シグナル伝達系、膜輸送系、
細胞骨格系などにおいて重要な分子スイッチとして機能することが明らかになってきた。一方
で研究代表者らは先に、生化学的性状や一次構造上の特徴が一般的な低分子量 G タンパク質と
は異なる “アティピカル”な低分子量Ｇタンパク質群を同定し、それらの解析を進めてきた。例
えば神経細胞特異的に発現する Di-Ras や、リソソームなどの酸性オルガネラに局在する ARL8

が、一般的な G タンパク質が細胞内で通常 GDP 結合型で存在するのとは逆に、主に GTP を
結合した状態で存在することを明らかにしてきた（Kontani, et al., JBC, 2002; Okai, et al., 
JCS, 2004; Ogita, et al., JBC, 2015）。また Rab45 や ARL13b のように、グアニンヌクレオチ
ドとの結合に必要な G ドメインに加えて、EF ハンド、コイルドコイル、プロリンリッチドメ
インなどを有するなどのマルチ機能ドメイン G タンパク質が存在することも報告してきた
（Shintani, et al., BBRC, 2007; Hori, et al., BBRC, 2008; Kontani, et al., Nature Mol. Page, 

2009）。さらに、ARL8 や ARL13b などのアティピカルな性状を有する低分子量 G タンパク質
が、リソソームや一次繊毛といったオルガネラの形成・機能に関与することも報告してきた
（Cevik, et al. PLoS Gen, 2013; Sasaki, et al. MBC, 2013; Nakae et al. MBC, 2010; Klassen, 

et al. Neuron, 2010; Cevik, et al. JCB, 2010）。しかし、それらの低分子量 G タンパク質の G

サイクルの制御メカニズムや、哺乳動物個体における生理的役割については未解明な点が数多
く残されている。以上の経緯から研究代表者は、「アティピカルな低分子量 G タンパク質群の
G サイクル制御機構と生理的役割の解析」という本研究課題の着想に至り、解析を進めること
とした。 

 

２．研究の目的 

リソソームは、後期エンドソーム・ファゴソーム・オートファゴソームといった膜オルガネ
ラと直接融合し、物質分解に重要な役割を果たすことが良く知られているが、この融合制御の
分子機構については未解明な点も多い。申請者らはこれまでに、ARL8 がリソソームと後期エ
ンドソームやファゴソームとの融合を正に制御することを明らかにしている（Sasaki, et al. 
MBC, 2013; Nakae et al. MBC, 2010）。また、ARL8 がリソソームのみならず、線虫において
シナプス小胞の機能動態に重要であることも報告している（Klassen, et al. Neuron, 2010）。
ARL8 は主にリソソームに局在することが示された初めての G タンパク質であるが、近年の各
種膜オルガネラに関するプロテオミクス解析から、リソソーム以外の種々の酸性オルガネラに
も ARL8 が存在することが示されており、ARL8 は酸性オルガネラ全般において、何らかの普
遍的に重要な役割を果たしている可能性も考えられる。そこで本研究では、ARL8 のノックア
ウトマウスを用いた解析により、リソソームを初めとする各種酸性オルガネラの機能動態にお
ける ARL8 の生理的役割を解明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

哺乳動物には非常に相同性の高い ARL8a と ARL8b が存在する。本研究では ARL8b ノック
アウトマウスとして、MMRRC より購入した ARL8b ジーントラップ ES 細胞から作製した
ARL8b ジーントラップマウスを用いた。なお ARL8b ノックアウトマウスは、C57BL6J とバ
ッククロスを十回以上行ったものを解析に用いた。マウス胚の切片作製及び各種染色等は定法
に従って行った。 

 

４．研究成果 

（１）Arl8b-/-は胚発生における脳の形態形成に異常を
呈する 

まず Arl8b-/-は胎生致死あるいは出生直後に致死と
なることが分かった。そこで Arl8b-/-の胎仔に関して表
現型解析を行ったところ、Arl8b-/-では胚発生に遅延が
生じ、胎生 12 日胚において小眼球の表現型や脳の形態
形成に異常が観察された（図 1A, B）。また胎生 12 日
胚の組織切片を用いて形態学的解析を行ったところ、
Arl8b-/-では脳室拡大、視床・海馬領域の形成不全（図
1D, G）、中脳背側領域の神経上皮の肥厚（図 1E, H）、
基底核隆起の低形成（図 1C, F）、といった中枢神経の
構造に異常を呈することが明らかとなった。 

 

（２）Arl8b-/-では脳の背側正中線の発生が異常となる 

視床・海馬は、胎生 10 日胚における脳の背側正中線
を軸とした領域から発達・形成される領域であること
から、胎生 10 日胚の背側領域に着目した解析を行った。

図 1. Arl8b-/-胚は脳形成に異常を呈する 
（Hi, 海馬: Th, 視床: GE, 基底核隆起） 



脳の背側領域は正中線軸上においてアポトーシス細
胞が頻繁に観察されることが報告されているが、
Arl8b-/-の脳背側正中線軸上ではコントロールに比
べてアポトーシス細胞数が減弱していた（図 2A）。
また、コントロール胚の背側正中線では EdU 陽性
細胞数が少ないのに対し（図 2B）、Arl8b-/-では他の
領域と同程度に EdU 陽性であった（図 2C）。また
蓋板の状態を検討する目的で、神経上皮細胞マーカ
ーである Sox1 及び神経堤細胞のマーカー分子であ
る Sox9 の発現を免疫染色により解析したところ、
コントロールの蓋板では Sox1 の発現レベルは神経
上皮に比べて低く、Sox9 は蓋板で陽性であったのに
対し（図 2D, F）、Arl8b-/-の蓋板に相当する領域では
神経上皮と同程度に Sox1が発現しており（図 2E）、
Sox9 の発現は殆ど観察されなかった（図 2G）。以
上の結果から、胎生 10 日目の Arl8b-/-では脳の蓋板の
発生に異常が生じることが明らかとなった。 

 

（３）Arl8b-/-では神経隆起の発生に異常が生じ、BMP シグナルが増強している 

胎生 10 日目の蓋板は、神経管閉鎖期に神経外胚葉と非神経外胚葉の間に形成される領域 

（Neural Plate Border, NPB）が発生の進行に伴い隆起（神経隆起）し、互いに融合すること

で形成される。胎生 9 日目のコントロール胚の神経隆起では神経上皮に比べて Sox1 の発現レ

ベルは低下していたが、Arl8b-/-においては神経上皮細胞と同程度の Sox1 の発現が観察された

（図 3A, B）。また、コントロール胚の神経隆起では

細胞死が頻繁に観察されたが、Arl8b-/-ではそのよう

な細胞死は観察されなかった。従って、胎生 9 日目

の Arl8b-/-では神経隆起の発生が異常となっている

と考えられた。また、これまでの研究から、神経隆

起の出発点となる NPB は、BMP シグナルにより神

経外胚葉と非神経外胚葉の間の領域に形成されると

考えられている。そこで BMP シグナル下流である

Smad1/5 の活性化状態（pSmad1/5）を免疫染色に

より検討したところ、コントロールに比べて Arl8b-/-

ではpSmad1/5の染色レベルが増強していた（図3C, 

D）。以上の結果から、Arl8b-/-の神経隆起においては

BMP シグナルが亢進していることが示唆された。 

 

（４）本研究のまとめ 

本研究により、ARL8 が BMP シグナ

ルの制御を介して蓋板の発生に関与す

ることが示唆された。アフリカツメガエ

ルやニワトリの胚を用いた解析から、神

経外胚葉から非神経外胚葉に向かって

BMP シグナルの勾配が形成され、 “中

程度の BMP シグナル”を受容した細胞

が NPB の細胞に運命決定されることが

示唆されている。Arl8b-/-の神経隆起にお

いて BMP シグナルの亢進が観察された

ことから、Arl8b-/-では異常に亢進した

BMP シグナルによって NPB の細胞運

命決定が異常となる可能性が考えられ

た（図４）。 

 活性化された Bmp リガンド-受容体複合体はエンドサイトーシスによって細胞内に取り込ま

れ、リソソームで分解されると考えられている。また種々の受容体において、エンドサイトー

シス後のエンドソームから、リガンド-受容体複合体を介したシグナルが発信されることも報告

されている。これまでの研究により、ARL8 はリソソームによる物質分解に重要であると考え

られていることから、Arl8b-/-ではエンドサイトーシスされた活性化型 Bmp 受容体のリソソー

ムによる分解効率が低下し、神経隆起において BMP シグナルが亢進した結果、蓋板の発生が

異常となる可能性が考えられた。 

図３. Arl8b-/-では神経隆起の発生が異常と
なり、BMP シグナルが亢進している 

図４.本研究のまとめと想定されるモデル 

図２. Arl8b-/-では蓋板の発生が異常となる 
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